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―総説―
カリジノゲナーゼの血管新生抑制作用 
中村信介, 鶴間一寛, 嶋澤雅光, 原英彰* 
要約：現在、異常な網膜血管新生によって、不可逆的な視野欠損あるいは失明に至る患者が増加の一途をたどっている。





らかにするために、増殖糖尿病網膜症患者 (PDR) の硝子体液を用いてその濃度を測定し、in vitroおよび in vivo血管新生
モデルを用いて抗血管新生作用について検討を行った。硝子体中カリジノゲナーゼおよび VEGF 濃度は、黄斑円孔およ





Anti-angiogenic Effect of Kallidinogenase 
Shinsuke NAKAMURA, Kazuhiro TSURUMA, Masamitsu SHIMAZAWA, Hideaki HARA* 
Abstract: Irreversible vision loss and blindness due to abnormal retinal neovascularization has been increasing. An abnormal 
proliferation of new blood vessels in the retina is induced by a specific cytokine, vascular endothelial growth factor (VEGF). The 
intravitreal injection of anti-VEGF therapeutic agents has been used in the treatment of ocular neovascular diseases. However, 
repeated injections are associated with potential risks of vitreous hemorrhage, retinal detachment, and decrease in compliance. 
Therefore, noninvasive delivery systems, such as peripheral administration, are required. Recently, it has been reported that 
kallidinogenase improved choroidal and retinal circulation, and prevented the retinal vascular hyperpermeability by the peripheral 
route. To identify the role of kallidinogenase in retinal neovascularization, we measured the concentrations in vitreous fluid from 
patients with proliferative diabetic retinopathy, and investigated the anti-angiogenic effect by using in vitro and in vivo angiogenesis 
models. Kallidinogenase in vitreous fluid was markedly elevated in proliferative diabetic retinopathy patients compared with that in 
control patients with macular holes and epiretinal membranes. Kallidinogenase inhibited VEGF165-induced tube formation, 
proliferation, and migration in an in vitro angiogenesis model via the cleavage of VEGF165. When administered subcutaneously, 
kallidinogenase reduced the pathologic neovascularization in the murine oxygen-induced retinopathy model. These findings indicate 
that kallidinogenase is partly involved in the pathogenesis of proliferative diabetic retinopathy and may be a promising therapeutic 
agent that could cleave VEGF165 itself when administered by a peripheral route. 
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分裂、増殖、および 3) 管腔形成の各プロセスからなる 
(Fig. 1) (1, 2)。 
不妊治療に伴う未熟児の増加および新生仔医療の進歩
による超未熟児の死亡率低下により、皮肉にも未熟児網膜
症 (retinopathy of prematurity: ROP) 患者は著明な増加を
示す。また食生活のみだれや運動不足などが原因で糖尿病
患者は急増しており、それに伴い増殖糖尿病網膜症








(vascular endothelial growth factor: VEGF)、塩基性線維芽細
胞増殖因子 (basic fibroblast growth factor: bFGF)、腫瘍壊死
因子 (tumor necrosis factor: TNF)-aなどは血管新生促進因
子 とし て、そ して 色素上 皮由 来因子  (pigment 









VEGF をターゲットとした抗 VEGF 抗体 (ベバシズマブ、
Avastin®)、VEGF アプタマー (ペガプタニブ、Macugen®) 













Basement membrane melting 
by activated endothelial cell.
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of endothelial cell.
Lumen formation.
Fig. 1  Formation process of blood vessel. 
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網脈絡膜の循環障害改善薬として臨床で汎用されている














































イルス因子)、placental growth factor (PlGF: 胎盤増殖因 
Fig. 2  Renin-angiotensin system and kallikrein-kinin 
sistem. 
子) および svVEGF (snake venom VEGF) の 7 つのリガン
ドが同定されている。とくに VEGF-A は血管内皮細胞に
選択的に作用し、血管新生に最も深く関与すると考えられ
ている。さらに VEGF-A は、ヒトではアミノ酸数が 121
個 (VEGF121)、165 個 (VEGF165)、189 個 (VEGF189) およ
























1134) を受けて実施した。対象患者 97 名に対して研究目
的および研究方法について説明後、全被験者から同意を得
た。被験者は黄班円孔 (macular hole: MH) 患者 40名 (男
性 9名、女性 31名)、黄班上膜 (epiretinal membrane: ERM) 























した。採取した硝子体サンプルは 15,000 g、4℃で 10分間
遠心後、上清のみを-80℃で保存した。詳細な患者データ
は table 1に示す。 
Table 1. Data from patients with proliferative diabetic 
retinopathy and other ocular diseases 






(Number of patients) (40) (20) (37) 
Age (years, mean ± SEM) 66.2 ± 1.0 67.3 ± 2.0 56.1 ± 1.9 
Number of female patients 31 13 18 
 Macular edema - - 
 + Proliferative membrane 17 
 + Traction membrane 10 
 Alone 2 
 Vitreous hemorrhage - - 
 + PVD 9 
 + CME 15 
 + Traction membrane 7 
 Alone - 
 Traction membrane - - 
 + CME 9 
   Alone - 
 Proliferative membrane - - 
 + Tractional RD 15 
 Alone 2 
 Macular hole stage 1B 2 - - 
 Macular hole stage 2 10 - - 
 Macular hole stage 3 17 - - 
 Macular hole stage 4 10 - - 
 Lamellar macular hole 1 - - 
Complications of each patient are shown in clinical findings. 
PVD, posterior vitreous detachment; CME, cystoid macular 
edema; RD, retinal detachment. The results were cited from ref 






して定量を行った。濃度測定は、Cs Analyzer software (Atto) 
を用いて行い、基準として用いたヒト尿カリジノゲナーゼ
の標準曲線に準拠して算出した。また、患者硝子体液中に
おける VEGF 濃度は、AlphaLISA VEGF kit (PerkinElmer 
Life and Analytical Sciences、MA、USA) を用いて測定した。
VEGF濃度が 2.2 pg/mL以下は検出限界を超えてしまうた
め、測定数値を 0 として設定した。PDR 患者およびその
他対照となり得る患者の硝子体液中のカリジノゲナーゼ
および VEGF の濃度を測定した。硝子体中カリジノゲナ
ーゼ濃度は他の疾患 (MH、15,698.8 ± 3,131.4 pg/mL、n = 
40; ERM、20,625.7 ± 3,367.9 pg/mL、n = 20) に比べて、PDR
患者 (mean ± SEM、93,821.2 ± 12 pg/mL、n = 37) で有意な
高値を示した (Fig. 3A)。一方、VEGF 濃度においても同
様に、PDR患者において顕著な高値を示した(PDR、787.1 
± 208.4 pg/mL、n = 37、versus MH、4.7 ± 1.1 pg/mL、n = 40、
ERM、0.1 ± 0.1 pg/mL、n = 20) (Fig. 3B)。 
Fig. 3  Kallidinogenase and VEGF in vitreous fluid in MH, 
ERM, and PDR patients. 
(A, B) Concentrations of both kallidinogenase and VEGF in 
the vitreous body were higher in PDR patients than in those 
with other diseases (MH and ERM). Data are shown as mean ± 
S.E.M. (MH, n = 40; ERM, n = 20; PDR, n = 37). ** and ##, P 
< 0.001 versus MH and ERM, respectively (Steel. Dwass’s 
multiple-comparison test). MH; macular hole. ERM; epiretinal 
membrane. PDR; proliferative diabetic retinopathy. The results 
were cited from ref 28. 
硝子体液中に存在するカリジノゲナーゼおよび VEGF
の相関関係について検討した。全患者において、硝子体液
中カリジノゲナーゼ濃度は VEGF 濃度と正の相関 
(Spearman s = 0.494、P <0.0001) が認められた (Fig. 4)。 
Fig. 4  The correlation between concentrations of 
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and PDR patients. 
Kallidinogenase showed a significant correlation with VEGF in 
the vitreous fluid. Open circles (○), closed circles (●), and 
open triangles (△) represent MH, ERM, and PDR patients, 
respectively. Spearman’s product-moment correlation 
coefficient was used. MH, n = 40; ERM, n = 20; PDR, n = 37). 
MH; macular hole. ERM; epiretinal membrane. PDR; 





















Fig. 5  Kallidinogenase inhibited VEGF165-induced tube 
formation in HUVEC co-cultured with fibroblast. 
(A) HUVECs were co-cultured with human fibroblasts, were 
incubated with VEGF165 (10 ng/ml) (b to f), together with 
tissue kallikrein (0.01, 0.1, 1,and 10 mg/ml) (c to f). Control is 
shown in (a). Quantitative analysis of the stained tube-like 
structures was performed (using an angiogenesis imaging 
analyzer) in five different fields for each well, measurements 
being made of tube area (B), length (C), joints (D), and paths 
(E). Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 3). Scale bar = 500 
µm. *, P < 0.05, **, P < 0.01 vs. Vehicle (Dunnett’s multiple 
comparison test). ##, P < 0.01 versus Control (Student’s t-test). 
Cont : Control. Veh : Vehicle. KAL; kallidinogenase. The 





皮 細 胞  (human retinal microvascular endothelial cell: 
HRMEC) の細胞増殖能および細胞遊走能に対するカリジ
ノゲナーゼの作用を評価した。VEGF165 (10 ng/mL) 添加に
より、対照群と比較して HUVECは約 1.8倍、HRMECは
約 1.5倍細胞数が増加した。カリジノゲナーゼ (0.01 ~ 10 
µg/mL) は VEGF165誘発 HUVECおよび HRMECの増殖に
対して濃度依存的な抑制作用を示し、10 µg/mLの濃度で
有意であった (Fig. 6A, B)。また、カリジノゲナーゼ 10 
µg/mLの単独添加は、両細胞において対照群と比較して明
らかな差は認められなかった (Fig. 6A, B)。 
Fig. 6  Kallidinogenase inhibited proliferation of HUVECs 
and HRMECs induced by VEGF. 
HUVECs (A) and HRMECs (B) were supplemented with or 
without VEGF165 (10 ng/ml) plus various concentrations of 
kallidinogenase, and proliferation rates were measured using 
CCK-8 assay. Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 5 or 6). *, 
P < 0.05 versus Vehicle (Dunnett’s multiple comparison test). 
##, P < 0.01 versus Control (Student’s t-test). Cont : Control. 
Veh : Vehicle. KAL; kallidinogenase. The results were cited 
from ref 28. 
VEGF165 (10 ng/mL) 添加により、著明な細胞遊走が認




























Cont Veh 0.01 0.1 1 10 µg/ml
KAL
VEGF165
Cont Veh 0.01 0.1 1 10 µg/ml
KAL
VEGF165














































































































































Cont Veh Cont Veh
27 中村信介ら：カリジノゲナーゼの血管新生抑制作用
倍、HRMECは約 2倍細胞の遊走が認められた (Fig. 7C, D)。
HUVECにおいてはカリジノゲナーゼの 10 µg/mL 添加に
より、また HRMEC においてはカリジノゲナーゼの 1 お
よび 10 µg/mL 添加によりVEGF165誘発遊走に対して有意
な抑制作用が認められた (Fig. 7C, D)。HUVEC および
HRMEC両細胞において、カリジノゲナーゼ 10 µg/mLの
単独添加は対照群と比較して明らかな差は認められなか
った (Fig. 7C, D)。 
Fig. 7  Effects of kallidinogenase on VEGF-induced 
migration of HUVECs and HRMECs.  
HUVECs (A, C) and HRMECs (B, D) migration was assessed 
using a wound-healing assay. Images of a wounded monolayer 
of HUVECs and HRMECs taken at times 0 and 24 h after 
treatment with VEGF (10 ng/ml) and various concentration of 
kallidinogenase. Wounded region is indicated by broken lines. 
Scale bar represents 500 µm (A, B). Migration was estimated 
by measurement of cell numbers within the wounded region (C, 
D). Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 3 or 4). ##, P < 0.01 
versus Control (Student’s t-test). *, P < 0.05, **, P < 0.01 
versus Vehicle (Dunnett’s multiple comparison test). Cont : 
Control. Veh : Vehicle. KAL; kallidinogenase. The results were 
cited from ref 28. 




用を検討した。HUVECにおいて VEGF165 (10 ng/mL) 添加
によってリン酸化された p-VEGFR-2の割合が、カリジノ
ゲナーゼ 1 µg/mL および 10 µg/mL によってそれぞれ約
20%および約 35%抑制された (Fig. 8A)。同様に HRMEC
において VEGF165 (10 ng/mL) 添加によってリン酸化され
た p-VEGFR-2の割合が、カリジノゲナーゼ 1 µg/mLおよ
び 10 µg/mLによってそれぞれ約 30%および約 45%抑制さ
れた (Fig. 8B)。HUVECおよび HRMEC共にカリジノゲナ
ーゼ単独添加は、VEGFR-2 のリン酸化に対して明らかな
作用は示さなかった (Fig. 8A, B)。また、VEGFR-2の発現
に対して、カリジノゲナーゼは作用を示さなかった (Fig. 
8C)。 
Fig. 8  Kallidinogenase inhibited phosphorylation of 
VEGF receptor-2 induced by VEGF165 in HUVECs and 
HRMECs. 
Effects of kallidinogenase (1-10 µg/ml) on VEGF165 (10 
ng/ml)-induced VEGF receptor-2 (VEGFR-2) phosphorylation 
in HUVECs (A) and HRMECs (B). Quantitative analysis of 
western blotting of total VEGFR. (C) The data of (B) were 
analyzed. There were no significant deference between vehicle 
and kallidinogenase treated group. Data are shown as mean ± 
S.E.M. (n = 5). Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 5 or 6). 
*, P < 0.05, **, P < 0.01 versus Vehicle (Dunnett’s multiple 
comparison test). Cont : Control. Veh : Vehicle. KAL; 
kallidinogenase. N.S.; not significant. The results were cited 





依存的 (0.1 ~ 10 µg/mL) および時間依存的 (0 ~ 6 hr) な
切断作用について検討した。一次抗体 [N 末端認識抗
VEGF抗体および C末端認識抗 VEGF抗体] を用いて、ウ
ェスタンブロッティングを行った。N 末端認識および C
A
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末端認識の 2 種類の抗 VEGF 抗体を用いて、カリジノゲ
ナーゼの VEGF165に対する切断作用を確認した (Fig. 9A)。
VEGF の N 末端認識抗体を用いた場合にカリジノゲナー









ると切断された VEGF165が検出された (Fig. 9C)。 
Fig. 9  Cleavage action on VEGF165 by kallidinogenase. 
(A) After incubating for 6 h with kallidinogenase (0.1-10 
μg/ml), the digestion products of VEGF165 (10 ng/ml) were 
analyzed by immunoblotting using both anti- N-terminal VEGF 
antibody (a) and anti- C-terminal VEGF antibody (b). (B) 
Digested VEGF165 (10 ng/ml) incubated with kallidinogenase 
(10 μg/ml) for 0-6 h was analyzed by immunoblotting using an 
anti- N-terminal VEGF antibody. (C) To confirm the cleaved 
VEGF165 by using human vitreous fluids, we demonstrated 
immunoprecipitation of VEGF165 with vitreous fluids in MH 
and PDR patients. The results were cited from ref 28. 
カリジノゲナーゼによって切断された VEGF165の切断部













解析タンパク質の C 末端ペプチドも TMPPに吸着されて
しまったことが考えられる。したがって、カリジノゲナー
ゼによって切断された VEGF165の C 末端はリジンである
ことが示唆された。つづいて、Lys-C処理直後に質量分析
を行った結果、切断された VEGF165の C 末端ペプチドが
CECRPK (iodoacetamide-CECRPK; m/Z 849) であることが
明らかとなった (Fig. 10A-b)。同様に Glu-C処理直後に質
量分析を行った結果、切断された VEGF165の C 末端ペプ
チドが MSFLQHNKCE (iodoacetamide-MSFLQHNKCE; 
m/Z 1293) であった (Fig. 10A-c)。これらの結果は、カリ
ジノゲナーゼによって切断された VEGF165 の C 末端は
VEGF165アミノ酸配列における 107番目あるいは 108番目
のリジンであることを示唆している (Fig. 10B)。 
Fig. 10  The identification of VEGF165 cleaved by 
kallidinogenase. 
(A) MALDI-TOF mass spectra after TMPP-Ac modification of 
peptides digested by Lys-C (a). MS spectrometry results after 
the Lys-C digestion (b) and Glu-C (c) are indicated. The x-axis 
and y-axis represent m/z and % intensity, respectively, for all 
mass spectra. (E) The theoretical fragments on the C-terminal 
side were not detected beyond Lys 108. The C-terminal amino 
acid of VEGF165 cleaved by kallidinogenase was Lys (Lys 107 




ウス OIR (高酸素負荷網膜血管新生) モデルを用いて検討
を行った。本モデルは、Smithらの方法に準じて作製した
(29)。新生仔マウスは、生後 7日目 (postnatal day 7: P7) か
ら P12 まで親マウスと共に酸素制御装置によって高酸素 
(75 ± 1% O2) 状態に制御されたケージ内で飼育し、P12に
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気条件下 (21% O2) にマウスを戻した直後から、カリジノ
ゲナーゼ (20または 50 mg/kg/day) を仔マウスに 1日 1回
5日間皮下投与した。評価はフルオロセインと結合したデ
キストランを全身灌流することで網膜血管を可視化し、
Metamorph内のAngiogenesis Tube Formation moduleを用い






11A-a, A-c, A-e, A-g, A-i, A-j)。解析ソフトを用いて作成し
た解析画像では異常血管の塊を緑色で標識している(Fig. 
11A -b, A-d, A-f, A-h)。定量的に解析を行った結果、カリジ
ノゲナーゼ (20または 50 µg/kg) の皮下投与は、OIRモデ
ルにおける異常血管の塊数  (nodes) を有意に抑制した 
(Fig. 11B)。また、異常血管の塊面積 (nodes area) は、カ
リジノゲナーゼ (50 µg/kg) の皮下投与により有意に抑制
された (Fig. 11C)。さらに、カリジノゲナーゼ投与により、
切断された VEGF164 (ヒトの VEGF165と同等) が検出され
た (Fig. 11F)。 
Fig. 11  The inhibitory effect of kallidinogenase for retinal 
neovascularization in a murine OIR model. 
Shown are original images (A-a, c, e, g, i, and j), together with 
the analyzed images (A-b, d, f, and h) obtained using the 
Angiogenesis Tube Formation module in Metamorph. Scale 
bars = 500 µm (A-b and d), 250 µm (A-f and h). 
Representative photographs show the abnormal blood vessels 
(A-i) of the vehicle group and the normal vessels (A-j) of tissue 
kallikrein treated group. Scale bars = 25 µm (A-i and j). 
Kallidinogenase significantly decreased both the number of 
nodes (B) and the node areas (C), which are indexes of 
pathological neovascularization, as calculated using the 
Angiogenesis Tube Formation module. (D) Immunoblot of 
VEGF164 protein shows that tissue kallikrein treatment at 50 
mg/kg reduced this expression with no change in the level of 
b-actin. *, P < 0.05; **, P < 0.01 versus vehicle (Dunnett’s 
multiple comparison test). Cont; Control. Veh; Vehicle. KAL; 
Kallidinogenase. The results were cited from ref 28. 
生理的血管新生に対するカリジノゲナーゼの作用：副作





る網目状の毛細血管が形成される (Fig. 12A-a, A-b, A-c)。
血管の面積 (area)、長さ (length)、分岐点数 (branch points)、
枝数 (segments) の全ての評価項目において、対照群と比
較してカリジノゲナーゼ投与群に明らかな差は認められ
なかった (Fig. 12B-E)。 
Fig. 12  The Effect of kallidinogenase on the physiological 
angiogenesis of mouse. 
Representative images show the retinal flat-mount at P0 (A-a) 
and at P4 (A-b). Shown are retinal blood vessels of the control 
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Scale bar = 500 μm (A-d). Quantitative analysis of retinal 
blood vessels was performed (using an angiogenesis imaging 
analyzer), measurements being made of tube area (B), length 
(C), joints (D), and paths (E). Data are shown as mean ± S.E.M. 
(n = 5). Cont; Control. KAL; Kallidinogenase. N.S.; not 
significant. The results were cited from ref 28. 
VEGF121に対するカリジノゲナーゼの作用：生理的血管新
生に深く関与している VEGF121 に対するカリジノゲナー
ゼの作用について検討した。VEGF121 (10 ng/mL) 添加によ
り、対照群と比較してHRMECは約 1.7倍細胞が増加した。
カリジノゲナーゼ (0.1 ~ 10 µg/mL) は VEGF121 誘発
HRMEC の増殖に対して作用を示さなかった (Fig. 13A)。
VEGF121 (10 ng/mL) 添加により、顕著な細胞遊走が認めら
れ (Fig. 13B)、対照群と比較して約 3.0倍の遊走が認めら
れた (Fig. 13C)。しかし、増殖試験と同様に、カリジノゲ
ナーゼ (0.1 ~ 10 µg/mL) は VEGF121誘発 HRMECの遊走
に対して作用を示さなかった (Fig. 13C)。HRMECにおい
て、VEGF165 (10 ng/mL) 添加によって VEGFRのリン酸化
が認められるが、カリジノゲナーゼ (10 µg/mL) 添加によ
る変化は認められなかった (Fig. 13D)。 
Fig. 13  The effect of kallidinogenase on VEGF121-induced 
proliferation, migration, and the phosphorylation of 
VEGFR-2. 
HRMECs (A) were cultured in a 96-well plate, and 
proliferation rates induced by VEGF121 were measured by 
WST-8 assay. Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 6). 
Images of wounded monolayer of or HRMECs (B) taken at 24 
h after treatment with VEGF121 (10 ng/ml) with or without 
tissue kallikrein. (C) Migration was estimated by measurement 
of cell numbers within the wounded region. Scale bar = 500 
μm. Data are shown as mean ± S.E.M. (n = 3). Kallidinogenase 
(10 μg/ml) did not inhibit VEGFR-2 phosphorylation in 
HRMECs (D) induced by VEGF121 (10 ng/ml). Data are shown 
as mean ± S.E.M. (n = 5). Cont; Control. Veh; Vehicle. KAL; 
Kallidinogenase. N.S.; not significant. The results were cited 




































































































































が(30)、本研究結果から VEGF165の 107 番目あるいは 108
番目のリジンで切断することが明らかになった。VEGF165





ナーゼのVEGF165に対する切断作用は0.1 ~ 10 µg/mLにお
いて濃度依存的に観察され、in vitro における管腔形成、




















また、近年、カリジノゲナーゼは nitric oxide (NO) の産生
増加を介して VEGF164 の発現を減少させることが報告さ
れた(21)。以上、カリジノゲナーゼは、眼内の VEGF164 切










血管の発達に VEGF121 (マウスでは VEGF120) が必要とさ
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